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論 文 内 容 要 旨
近年,癌 の治療 法の進 歩 には目ざま しい ものが あ り,外 科的切除 などによ り患者 の生存 日数 は著 し く延
長 し,完 全 治癒 が期待 で きる例 も増 えて きて いる。 遠隔転移巣な ど外科的切除 の対象 にで きない癌病巣 に
対す る治療 は,現 段階で は化学 療法が主流で あるが,そ れ らの多 くは治療効果 を時 に上回 る副作用 を発現
す るため癌 を根絶 す る治療 とはな りえて いな い。 より選択 毒性 の高 い化 学療法剤が切望 される所似である。
本研究 で は選択 的な抗腫瘍化学療法 剤開発 を目的 に,制 癌剤 ア ドリアマイシ ン(ADM)を 封 入 した リ
ボソームの表面へ,癌 細胞 に対 し高 い選択的結合性 を有 す るモ ノクロー ナル抗体(皿Ab)を 修飾 す る こ
とにより,抗 体修飾 一ア ドリアマイ シ ン封入 リボ』ソー ム(Chemoimmunolipos6me,CIL)を 作製 し,
その治療応用 への基礎的 な検討 を行 った。
Dipalmitoylphosphatidylcholine,Cholesterol及 びm-maleilnidobenzoyl-dipalmitoylphos-
phatidylethanolamine(MBPE,マ レイ ミ ド基含有脂質)を 材料 に,Extrusion法 によ って小 さな一 枚
膜 リボ ソーム(直 径100nm程 度)を 作製 し,NH、+イ オ ン勾配 を用 いてADMを 封入 後,SPDPを 用 い
てチオール基 を導入 したmAbを リボ ソー ム表面 へ結合 させCILを 調整 した。
、ClLのinvltro抗 腫瘍効果1
はじめに,CI:Lのinvitro抗 腫瘍活 性 と,そ れ に与え る標 的細 胞 によるCILの エ ン ドサ イ トー シス活
性 の影響 を検討 した。CILに よ る細胞 の増殖 抑制活 性 は,細 胞 とCILを イ ンキ ュベー トし3日 間培 養後
細胞数 あるいは細胞 の3H一 ロイ シンの取 り込 みを計測す る ことで評価 した。 ま たCILの 細胞 へ の結 合及
びエ ン ドサ イ トー シスは,抗 リボ ソーム抗体 を用 いたFlowcytometryあ るい は,リ ボ ソームへ封 入 し
たADMの 蛍光 を定量 あるいは観察す る ことによ り評価 した。
ヒ ト腫 瘍関連抗原gp125を 標的 とす るmAb,HBJ127を 就 職 したCILで あ るHBJ127-CILは, 、検索
した5種 類 の ヒ ト癌細胞株KU-1(膀 胱 癌),T24(膀 胱癌),MKN-7(胃 癌),SKBr-3(乳 癌),1.S174T
(大腸癌)に 選択的 に結 合 した。LS174T以 外 の細胞 で は細胞表面 に結合 したHBJ127-CI:Lの 約60%は エ
ン ドサ イ トー シ スに よ って細 胞 内 へ 取 り込 まれ,ま た その 取 り込 み 速 度 及 び そ の 後 の分 解 過 程.
(processing)の 程 度 は細胞 によ り異 なった。LS174Tで はCILの エ ン ドサ イ トー シスはほとん どお こう
なか った。HBJ127-CILは 上記細胞 のいず れに対 して も,修 飾 した抗 体依 存 的 な選 択 的細胞 増殖 抑制 効
果 を示 したが,50%増 殖抑制 を引 き起 こすの に必 要 なADMの 平 均 細胞 結合 量 は,最 も迅速 な エ ン ド、サ
イ トー シス活性 を示 したKU-1で 最 も多 く(4,86×108/細 胞),エ ン ドサイ トー シス活性 を示 さなか った
LS174T細 胞 で最 も少 なか った(0,33×108/細 胞)。 以上 より,予 想 に反 して エ ン ドサ イ トー シ スはむ し
ろHBJ127-CILの 効果 を減弱す ると考 え られた。
次 いで,上 記gp125と 癌遺伝子c-erbB-2の 産物gp185を ともに高発現 してい るSKBr-3及 びMKN-7
細胞 を標 的細胞 に用 いて,そ れぞれの分 子を標 的 と したCIL,HBJ127-CIL及 びSER4-CILの 細 胞障 害
活性 を比較 した。SER4.CILはHBJ!27-CILに 比較 して,高 い効率で細胞 内 に取 り込 まれ,よ り少 な い
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細胞内ADM集 積量で増殖 を阻害 す ることが可能 であ った。以上 の結果 よ り,上 記2種 類 のCIL間 で は,
CILの 細胞障害活性 と標的細胞 によるCILの エ ン ドサイ トー シス活性 との間 には正 の相関 が見 られた。
これ は,前 章 の結果 とは相 反す る結果 であ った。
CILが 特異 な細胞 内分布 を示 し遊離ADMと 異 な,る細胞内代謝 を受 け る可能 性 が示 され たので,さ ら
に,ADM耐 性細胞株 に対す るCILの 細胞障害活性を検討 した。
ヒ トトラ ンスフェ リン受 容体(TfR)を 標 的 と したCIL,OKT9-CILは,TfRを 高発 現 して い る ヒ ト
白血病細胞株K562及 びそのADM耐 性株K562/ADM細 胞 に選択 的に結合 し規 遊 離ADMを 標 的細 胞
と37℃ でイ ンキュベー トした場合,K:562細 胞 で はADMは 速 やかに細胞株 に集積 しg一 旦取 り込 まれ た
ADMの 少 な くと も85%以 上 を2時 間後 まで細胞 内 に保持 して いた。 一 方,K562/ADM細 胞 で は,
ADMの 細胞へ の集積量 はK562の 場合 の1/10に とどま り,わ ず か に取 り込 まれ たADMも 速 やか に細
胞外へ排 出 され た。 これに対 し,OKT9-CILとK562/ADM細 胞 をイ ンキ ュベ ー トした場 合 で は遊 離
ADMの 場合 の3-10倍 の・ADMが 細胞 に取 り込 まれ,一 旦取 り込 まれたCIL(ADM)も 少 な くと も2
時間後 まで ほぼ100%が 細胞内 に保持 されて いた。 実 際Kl562/ADMの 細胞 増 殖 に対 す るOKT9-CILの
IC,。は遊離ADMよ り3倍 小 さか った(3倍 の耐性克服効果 を示 した)。
以上 の解析 によ り,CILが 標的細胞 に抗原選択的 に結合 し,抗 原 の性 状 や標 的細 胞 に よ って異 なる エ
ン ドサイ・トー シス活 性を示 す ことが明 らか とな った。 また エ ン ドサイ トー シスに よ る特異 なCILの 細 胞
内運命 はその細胞 障害効果 に も影響 を与 えたが,標 的細胞 あ るいは標的抗原 の性状 によってエ ン ドサイ トー
シスがCILの 細胞 障害活 性を増 強す る場合 と抑制 す る場合 があ ることが示唆 された。 この よ うな解析 は
CILの 他 の腫瘍系へ の応用 に際 して,有 効 な抗原系(抗 体)を 選択 す るた めに重 要 な示 唆 を与 え る と考
え られ る。
1ηvivO抗 腫瘍効果
リボソームを 血流 を介 して全身性 に投与 した場合,・ リボ ソー ムが標 的細胞 に接 触す るた めには,血 管壁
を通過 して標 的臓器(組 織)の 組織液 中へ拡散 す ることが必要 とな る。 しか しなが ら,一 般 に リボソーム
の血管壁 の透過性 は極 あて低 い こ・とが知 られ る。 すなわち,前 述 のCILの 選択 的細胞 障 害活 性 を生体 内
で発現 す るために はさ らに血管壁 の透過(Extravasation)と い う障壁 を超 えな ければな らない。
仮 に腫瘍組織特異 的 に血 液成分 の組織 液中への漏 出(extravasation)を 促 進す る薬物が あるとすれば,
その組織(液 中)ヘ リポ ソー ムを到達 させ ることが可能 とな るだ ろう。我 々 は,そ の ような薬物の候補 と
して,腫 瘍 血 管 に作用 して,あ る種 の移植腫 瘍 に出血性 の壊 死 を 引 き起 こす腫 瘍壊 死 因 子(Tumor
NecrosisFactor,TNF)を 用 い ることを考案 した。CILのinvivoで の腫 瘍細 胞 ターゲ ッテ ィ ングの
ための基礎検討 として,こ こでは抗体 を修飾 していないADM封 入 リボソー ム(ADM-Lip)を 用 いて,
リボ ソームの腫瘍組織 でのextravasationを 解析 した。
TNFを マ ウス繊 維肉腫Meth-A(皮 内移植固形腫瘍)担 癌 マ ウスに静脈 内投 与 す る と,そ の1-2時
間後 に一過 性に血流 中のADM-Lipの 腫瘍組織へ の移行速度 が上昇 した。 同様 にTNF投 与 の1時 間後 に
.1
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ADM-Lipを 静脈 内投与 す ると,そ の さらに6時 間後の腫瘍 内ADM-Lip蓄 積 量 は未処理 の場合 の約3倍
に増 加 したが,他 の臓器 で はその ような現象 は見 られ なか った。ADM-Lipの 腫瘍 内蓄積効 果 は上記順 番
と投与 間隔でのみ認 め られ,TNFの1時 間後投与 あ るいは3時 間前投与 の場合 で は見 られ なか った。 同
様 の併用投与 を利用 してMeth-A担 癌 マ ゥスに対す る治療実験 を試 みた。 生 理食 塩水 投与(コ ン トロー
ル)群 で は,皮 下 に移植 した腫瘍 は急速 に増殖 し,す べてのマ ウス は治療 開始41日 め まで に死 亡 した。
ADM,ADM-Lipあ るいはTNFの 単 独投与群で は,腫 瘍の増殖 は遅 れ たが,生 存 日数 は コ ン トヲール
群 と比較 して有意 には延長 しなか った。対照 的にTNF(1時 間前投与)とADM-Lipの 組 み合 わせ治療
群 では,顕 著 な腫瘍増殖 の遅延 が認 め られ,13匹 中5匹 で腫瘍が完全 に消 失 し治癒 した。 その場 合 の平
均生存 日数 は コン トロール,TNF,ADM,ADM-Lip単 独 あ るい はADM-LipとTNF1時 間後 投与 と
の併用群 と比較 して,そ れぞれ有意 に延長(はP〈0.05)し た。
次 いで マウスgp125を 標的 と したCIL,MB872-CILの,Meth-A担 癌 マ ウスに対す る治療効果 を検討
した。初 めに,CILの 腫瘍局所投与 によ る治療 効果 を検 討 した。BALB/cマ ウス腹 腔 内 に1×106個 の
Meth-A細 胞 を移植 し,翌 日薬物 を腹腔 内投与 した。抗体単独投 与群(MB872-lgG)及 びADMを 含有
して いな い抗体修飾 リボソーム(MB872-IL)投 与群で は,未 処 理対 照群(Vehicle)同 様 すべ て の マ ウ
スが腫瘍死 し,対 照群(Vehicle)に 比較 して有意 な生存 日数の延長 は認 め られな か った。 一方MB872-
CIL,B3-CIL及 び遊離ADM投 与群 で は,対 照群 に対 し有意 に生 存 日数 が延 長 し,そ れぞ れ13匹 中7
匹,14匹 中1匹 及 び7匹 中4匹 の完全治癒例(少 な くとも120日 まで生存)が 得 られた。MB872-CIL投
与群 は対照 のB3-CIL投 与群 に比較 して も有意 な生存 日数の延 長が認 め られ(P<0.05),MB872-CILの
選択 的な抗腫瘍効果 がinvivoに お いて も確認 され た。 さ らにADM-LipとTNF併 用 の場合 と同 じ実 験
系 でMeth-A皮 下移植 固形腫瘍担癌 マ ウスに対 す るMB872-CILの 静脈 内投 与(前 進 投与)に よ る治 療
効果 を検討 した。TNF,遊 離ADM及 びMB872-CILの 単独投与 あ るいはTNFと 遊離ADMの 併用 によ
る治療効果 は上記局所投与 の場合 に比 較す ると極めて弱 く,対 照 群(Vehicle)に 比 較 して有 意 な生存 日
数 の延長 は見 られなか った。一方,前 述のTNFの 前投与(1.5時 間前)とMB872-CILと の併 用 の場 合
のみ有意 な延命効果 を示 し7例 中1例 の完全 治癒 も認 め られた。
リボ ソー ムを生体 内へ投与 した場合 それ らの木部分 は肝臓,脾 臓,肺 な どの細網 内皮 系(網 内系)の 細
胞 に捕捉 され,速 やヵ・に血 中か ら消失 して しまう現象 が数多 く報告 されてい る。実 際上記MB872-CILの
全身投与 の場合,網 内系臓器で の捕捉 が高 く(投 与6時 間後 では総 投与 量 の80%程 度 が肝 臓及 び脾臓 に
集積 して いた),血 中半減期 はADM-Lipと 比較 して はるか に短か った ことか ら,CILの 網 内系 で の高 い
捕捉性 は,リ ボ ソーム としての性質 の他 に リボソー ム表面 に存在 す る抗体 の寄与 も大 きいと考え られ た。
MB872-CILの 治療 効果がADM-Lipと 比較 して も極 めて弱か ったことと も合 わせ,CILの 癌 に対す るin
vivo治 療効 果を増 強す るには,そ の血 中滞在時間 を延長 させCILの 癌 細胞 との接 触 の機会 を増 やす こと
が必要で あると考 え られ た。 ズ
近年 リボ ソームや タンパ ク質 にポ リエチ レング リコールを修飾 す ることによ りそれ らの血 中滞在 時間を
延長 しうる ことが報告 されて いる。 ここでは,CILの 血中滞在時間延 長の ため,Allenら の方法 に従 い,
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CILへ のPEGの 修飾 を試 みた。 しか しなが ら,彼 らの方法で は リボ ソーム構 成 脂質 にPEGを 導入 す る
ため予 め リボソーム表面 にPEGが 導 入 されてお り,後 か ら抗体 を修飾 す る際 にPEGが 抗体 の結合 を阻
害す る状況が見 られ た。そ こで本報 で は改良法 と して,予 め リボソー ムへ抗体 を修飾 し,後 か らPEGを
結合 させ る方 法 を考案 した。PEGの 末 端 水 酸 基 をsuccinylcystein化 し,PEG-Succyny玉cystein,
PEG-SCを 調整 した。次 いで このPEG-SCを リボ ソーム上の マ レイ ミ ド基 に結合 させ る ことに よ り,リ
ボ ソーム表面 へ抗体 とPEGを 同時に修飾す ることが可能 とな った。 この方法 はADMの 封入 に も影 響 の
な いことが確i認されたので,同 法 を用 いてPEG修 飾HBJ127-CIL(PEG-HBJ127-CIL)を 作製 した。
得 られたPEG-HBJ127-CILは 通常 のHBJ127-CILに 比較 してほぼ同等 のinvitro細 胞結 合活 性及 び細
胞 障害活性 を保持 してお り,1ま たマ ウスへ静脈 内投与 した場 合 の血 中半減 期 が約4倍 延 長 した。 さ らに
PEG-HBJ127-CILは ヌー ドマウス異種移植 ヒ ト大腸癌 細胞LS174Tの 肝転 移 モデル にお いて全 身投 与 に
よ り遊離ADMよ りも高 い転移腫瘍増殖抑制効果 を示 した。
後半 のCILの 体 内動態及 びinvivo抗 腫瘍効果 の解析 によ り,CILを 担癌 固体 に適 用 す るた めの2っ
の障害,1)腫 瘍組織 におけ る血管外へ のCILの 低効率 な漏 れ 出 し(Extravasation)及 び2)CILの
網 内系 での高 い捕捉性,に 対す る解決法 として,TNFの 併 用及 びPEGの 修飾 が それ ぞれ提 案 され,い
ずれに も抗腫瘍効果増強 に結 び付 く進展 が得 られた。
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審 査 結 果 の 要 旨
癌 の非浸襲的治療 を 目的 として多数 の化学療法剤 が開発 されて いる。遠 隔転移を起 こ した癌や原発性癌
で あ って も外科的切除 が出来 ない症例 にっ いてはその治療 は化学療法 と放射線療法 に大 きく依存 している。
これ ら療法 はす ぐれた効果 を示 すが,し ば しばその全身作用 によ って副作用 が現 れ る。 この ことが癌 の完
全治癒 に至 らぬ原因 の1っ とな って お り,よ り選択性 の高 い治療法 の開発 が要望 されてい る。上 記の よう
な背景 を踏 まえて本学位論文 は担癌標的臓器へ の選択的送達系 の開発 を内容 と してい る。原理 的に は抗 体
と制癌剤 の結合物 を作製 し,さ らに リボ ソーム化 による安定化 を計 る ことによ って標 的癌細胞 への選択 的
な薬物 の送達を行 うもので あ り,本 研究 はこの手法 の有用性 を示 し,治 療へ の基礎 データを提供 して いる。
実験 の結果 は下記 の内容 によ り構成 され ている。
1)制 癌剤 ア ドリアマイ シンを封 入 した リボソームの表面 に癌細胞 を特異 的に認識す るモ ノクローナル
抗体を結合 させ,抗 体修飾 一ア ドリアマイシ ン封入 リボ ソー ム(Chemoimmunoliposome,CII.)を 作
製 した。 抗体 に増殖の盛ん な癌細胞 の膜表 面 に発 現 す る ヒ トgp125に 対 す る抗 体,HBJ127を 用 い た場
合,期 待通 りに抗原 陽性 ヒ ト癌細胞 に選択 的 に結合 しエ ン ドサ イ トーシスによ って細胞内 に取 り込 まれる
ことを確 認 した。
2)ヒ ト癌遺伝 子C-erbB-2の 産物,gp185に 対す る抗体 を用 いてア ドリアマイ シンの取 り込 み量 と細
胞 障害活 性の関係 にっ いて検 討 した。 その結果 よ り細胞 に到達 後効果 的な プロセシ ングを受 ける ことが細
胞 障害性 に重要 であ ることを明 らかに した。
3)、 ヒ トトランスフェ リン受容体 を標的 とす るOKT9-CILを 作製 して,ア ドリア マイ シ ン耐性 ヒ ト白
血病細胞,K562/ADMに 対す る耐性克服 に効果の あることを示 した。
4)腫 瘍細胞へ の リボ ソーム封入薬物 の送達 を高 めるためTNFと の組 み合 わせを検討 して,1時 間 前
にTNFの 前処置 をするζ とで高 い治療効果 が得 られ ることをマ ウスモデルで明 らかに した。
5)高 い治療効果 を得 るための リボ ソーム担体 の改良 として ポ リエチ レング リコールによ る安定化 を検
討 し,ポ リエチ レング リコール修飾 によ りCILの 半減期 の延長 が認 め られ,ヌ ー ドマ ウ スに移植 した ヒ
ト大腸癌細胞LS174Tの 肝転移系で は,ポ リエチ レング リコール修飾 によ ってよ り高 い転移腫瘍 の増殖抑
制が認め られた。
これ らの内容 は薬物 ターゲ ッチ ングを考え る上 に重要 なデー タを含み,関 連分野 の研究者 に寄与 す ると
ころ大 であ り,本 論文 を博 士(薬 学)の 学位論 文 と して合格 と認め る。
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